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Tutkimuksen tavoitteena oli selvittää, miten luuytimen kantasolut osallistuvat Alzheimerin 
taudin (AT) kehittymiseen. Asiaa tutkittiin kolmesta näkökulmasta. Ensimmäiseksi selvitet-
tiin CD40-geenin poiston vaikutusta luuydinperäisten solujen kulkeutumiseen verenkier-
rosta aivojen hippokampuksiin AT:n eläinmallilla. Toiseksi haluttiin tutkia, vaikuttaako 
CD40-geenin poisto luuydinperäisten solujen β-amyloidin (Aβ) fagosytoimiskykyyn. Kol-
manneksi tarkasteltiin CD40-geenin poiston vaikutusta mikrogliojen aktivaatioon. 
 
Kokeissa käytettiin AT:a mallintavia siirtogeenisiä APPswe/PS1dE9-hiiriä, vihreää fluore-
soivaa proteiinia (green fluorescent protein, GFP) ilmentäviä hiiriä, CD40-geenin suhteen 
poistogeenisiä hiiriä sekä villin tyypin hiiriä. Villin tyypin sekä AT:a mallintaville hiirille teh-
tiin luuydinsiirrokset. Luuydinsiirroksia varten kantasoluja eristettiin GFP:a ilmentävistä 
hiiristä, joista puolet oli risteytetty CD40-poistogeenisten hiirten kanssa. Luuydinperäiset 
solut olivat näin erotettavissa kimeerisissä koe-eläimissä vihreän fluoresenssin avulla. 16 
viikkoa transplantaatiosta koe-eläinten aivojen toisiin puoliskoihin injisoitiin lipopolysakka-
ridia (LPS) laukaisemaan inflammatorista signalointia mikroglioissa ja toisiin aivopuolis-
koihin injisoitiin keittosuolaliuosta. Hiirten aivojen hippokampusalueista valmistettiin tutki-
musta varten leikkeet. Luuydinperäisten solujen kulkeutumista hippokampuksiin selvitettiin 
GFP:n avulla ja leikkeille tehtiin vasta-ainevärjäyksiä, joilla tutkittiin Aβ-kertymien määrää 
(Aβ-värjäys), mikrogliasolujen aktivaatiota (CD45-värjäys) sekä fagosytoosiin taipuvaisten 
mikrogliojen (CD68-värjäys) määrää aivojen hippokampusten alueella. 
Luuydinperäisten solujen kulkeutumista tapahtui enemmän LPS:lla kuin suolaliuoksella 
käsitellyille aivopuoliskoille. CD40-reseptorin poistolla ei kuitenkaan näyttänyt olevan vai-
kutusta solujen migraatioon hippokampuksiin. Aβ:n fagosytoosia näytti tapahtuneen 
enemmän LPS:llä käsitellyllä aivopuoliskolla. CD40-geenin poistolla ei aineistossa näyttä-
nyt olevan vaikutusta luuydinperäisten solujen kykyyn fagosytoida Aβ:a. CD40-geenin 
poisto ei vaikuttanut mikrogliojen aktivaatioon CD45-immunoreaktiivisuuden perusteella. 
Fagosytoosiin taipuvaisissa soluissa ilmentyvän CD68-proteiinin immunoreaktiivisuutta se 
kuitenkin näytti lisäävän, vaikkei tilastollisesti merkitsevää eroa havaittu. 
Tulosten perusteella CD40 ei merkittävästi vaikuta luuydinperäisten solujen toimintaan 
kokeessa käytetyillä siirtogeenisillä APPswe/PS1dE9-hiirillä. CD40-geenin poisto näytti 
hieman lisäävän CD68-immunoreaktiivisuutta, merkitsevää eroa ei kuitenkaan ollut. Koe-
sarja vaatisi lisää eläinkokeita, jotta tuloksia voitaisiin pitää luotettavina. Toisaalta tehtiin 
aiempien tutkimusten kanssa yhteneväisiä havaintoja: LPS-käsittely lisäsi luuydinperäis-
ten solujen kulkeutumista hippokampuksiin, vähensi Aβ-kertymien määrää hippokampuk-
sissa sekä lisäsi mikrogliasolujen aktivaatiota. 
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ABSTRACT 
The aim of this research project was to clarify the role of bone marrow derived stem cells 
in the development of Alzheimer’s disease (AD). The research had three main objectives. 
The first objective was to find out the effect of knocking out the CD40 gene on migration of 
bone marrow derived cells from peripheral blood to the hippocampi of the brain in an AD 
animal model. The second objective was to study whether knocking out the CD40 gene 
affects the ability of bone marrow derived cells to phagocytose amyloid-β (Aβ). The third 
objective was to examine the effect of knocking out the CD40 gene on microglial 
activation. 
In testing transgenic AD modelling APPswe/PS1dE9 mice, mice expressing green 
fluorescent protein (GFP), CD40-knockout mice and wild type mice were used.  Bone 
marrow transplantation was performed on wild type mice and AD modelling mice. Bone 
marrow cells were extracted from GFP-expressing mice, half of which were crossbred with 
CD40-knockout mice. Thus the bone marrow derived cells were identifiable in the chimeric 
test animals with the aid of green fluorescence. 16 weeks after transplantation one of the 
cerebral hemisphere of each test animal was injected with lipopolysaccharide (LPS) to 
trigger inflammatory signaling in microglia and the other hemispheres were injected with 
saline. Hippocampal regions of the brain were sliced to be examined.  Migration of bone 
marrow derived cells to hippocampi was assessed by GFP and immunofluorescent 
staining was used to examine the amounts of Aβ-plaques (Aβ-staining), activated 
microglial cells (CD45-staining) and microglia able to perform phagocytosis (CD68-
staining) in the hippocampal regions. 
On basis of the results of this research CD40 does not significantly affect the function of 
bone marrow derived cells or their migration to hippocampi in the transgenic 
APPswe/PS1dE9 mice. Knocking out the CD40 gene seemed to slightly increase CD68-
immunoreactivity. However, no statistically significant difference was observed. The test 
series would require additional experiments to confirm the results. On the other hand, 
some of the observations made were in line with previous studies: LPS-treatment 
increased migration of bone marrow derived cells to hippocampi, reduced the amount of 
Aβ-plaques in hippocampi and increased activation of microglial cells. 
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1 JOHDANTO 
 
 
Alzheimerin tauti (AT) on hermoston rappeumasairaus ja muistisairauksista yleisin. 
Sekä AT:n yleisyyden että ilmaantuvuuden odotetaan lisääntyvän väestön 
keskimääräisen elinajan pidentyessä. Nykyistä tehokkaampi taudin diagnosointi ja 
hoito voisivat tuoda yhteiskunnalle huomattavaa taloudellista säästöä (Hill ym. 
2002). 
 
AT:lle ominaisia patologisia muutoksia ovat β-amyloidin (Aβ) kertymät ja 
hermosäievyyhdet sekä krooninen inflammaatio, amyloidin kertyminen verisuonten 
seinämiin (amyloidiangiopatia) ja hermosolujen tuhoutuminen (Akiyama ym. 2000, 
Selkoe 2001, Bell ja Zlokovic 2009). Koe-eläinmalleja käyttämällä AT:n 
tutkimuksessa on saatu paljon erityisesti taudin varhaisvaiheen patogeneesiin 
liittyvää tietoa. AT:n patogeneesin tutkiminen on molekyylitasolla kiinnostavaa, sillä 
näiden mekanismien selvittäminen voisi paljastaa uusia lääkehoidon kohteita. 
 
Tämän tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää, miten luuytimen kantasolut osallis-
tuvat tautiprosessin kehittymiseen AT:n eläinmallilla. Tutkimuksessa käytettiin luu-
ydinsiirrosmenetelmää, jossa luuydinsolut on erotettavissa vihreän fluoresoivan 
proteiinin (green fluorescent protein, GFP) avulla. Osa luuydinsiirroksista oli lisäksi 
CD40-proteiinin suhteen poistogeenisiä.  CD40-proteiinia esiintyy useimpien im-
muunipuolustuksen solujen pinnalla. Ensimmäiseksi selvitettiin CD40-geenin pois-
ton vaikutusta luuydinperäisten solujen kulkeutumiseen perifeerisestä verenkier-
rosta aivojen hippokampuksiin AT:n eläinmallilla. Toiseksi haluttiin tutkia, vaikuttaa-
ko CD40-geenin poisto luuydinperäisten solujen β-amyloidin fagosytoimiskykyyn. 
Kolmanneksi tarkasteltiin CD40-geenin poiston vaikutusta mikrogliojen aktivaati-
oon.  
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2 TAUSTATIETOA 
 
 
2.1 Alzheimerin tauti 
 
Tavallisin dementiaoireiden aiheuttaja on Alzheimerin tauti, joka on hermoston 
rappeumasairaus. Ikä on ilmeisin AT:n kehittymisen riskitekijä, sillä taudin yleisyys 
alkaa kasvaa 65 vuoden iässä ja tasaantuu 50 prosenttiin 85–90 vuoden iässä 
(Giunta ym. 2010). Sekä AT:n yleisyyden että ilmaantuvuuden odotetaan 
lisääntyvän elinajan pidentyessä ja diagnostiikan parantuessa, mikä tuo haasteita 
julkiselle terveydenhuollolle ennen kaikkea taloudellisesti. 
 
Suomessa oli vuonna 2004 arviolta 120 000 ihmistä, joilla kognitiivinen toiminta oli 
lievästi heikentynyt, lisäksi oli 35 000 lievistä ja 85 000 vähintään keskivaikeista 
dementian oireista kärsivää. Uusia dementian asteisia muistisairaustapauksia il-
maantuu maassamme vuosittain noin 13 000 ja työikäisistä suomalaisista etenevä 
muistisairaus on noin 7 000–10 000:lla. Nämä luvut eivät ole kuitenkaan sisällä 
kaikkia muistisairaustapauksia, sillä merkittävä osuus niistä jää diagnosoimatta 
(Muistisairauksien Käypä hoito -suositus 2006). 
 
Jo vuosia ennen AT:n oireiden ilmaantumista voidaan sisemmän ohimolohkon alu-
eella havaita neuropatologisia muutoksia, joita seuraa etenevä aivokuoren vaurioi-
tuminen (Frisoni ym. 2010). Sisemmässä ohimolohkossa sijaitsee mm. hippokam-
pus, joka on tärkein aivorakenne informaation oppimisen taustalla olevassa ver-
kostossa. 
 
Patologisesti AT:lle ominaista ovat aivojen Aβ-kertymät eli plakit solujen välisessä 
tilassa ja hermosolujen sisäiset hermosäievyyhdet sekä krooninen inflammaatio, 
amyloidin kertyminen verisuonten seinämiin (amyloidiangiopatia) ja hermosolujen 
tuhoutuminen. Aβ on amyloidin esiasteproteiinin (amyloid precursor protein, APP) 
pilkkoutumistuote ja sitä pidetään neurotoksisena eli hermosoluille myrkyllisenä 
(Zhang ym. 2012). Hermosäievyyhdet koostuvat epänormaalisti fosforyloituneesta 
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tau-proteiinista, joka ei pysty toimimaan tavalliseen tapaan mikrotubulusten 
stabiloinnissa, vaan muodostaa liukenemattomia säikeitä hermosolujen sisään 
niiden toimintaa häiriten (Selkoe 2001).  AT:ssa on aina läsnä myös aivojen 
inflammaatio. Sille tyypillistä on aktivoituneiden mikroglia- ja astrogliasolujen 
kerääntyminen amyloidiplakkien lähettyville (Akiyama ym. 2000).  Aivojen 
amyloidiangiopatia on Aβ:n kertymistä pienten verisuonten seinämiin (Bell ja 
Zlokovic 2009). 
 
Sekä geneettiset että ympäristön tekijät ovat mukana AT:n monimutkaisessa 
synnyssä. Suurin osa tautitapauksista esiintyy sporadisissa muodoissa, joissa 
tietyt geneettiset mutaatiot eivät ole patogeneesin taustalla. Näissä tapauksissa 
potilaiden ensimmäiset taudin oireet ilmaantuvat 60 ikävuoden jälkeen. Arviot 
perinnöllisen AT:n osuudesta vaihtelevat viidestä kymmeneen prosenttiin 
tautitapauksista. Osalla perinnöllistä AT:a sairastavista taudin taustalla ovat perityt 
APP:n tai preseniliini-proteiinin (presenilin, PS) geenien mutaatiot, jotka 
aiheuttavat Aβ:n ylimäärää. Myös 21. kromosomin trisomia eli Downin oireyhtymä 
johtaa Aβ:n ylimäärään, sillä tämä kromosomi sisältää APP-geenin. Lisäksi on 
riskitekijöitä, jotka saattavat lisätä sporadisen AT:n esiintyvyyttä, kuten 
apolipoproteiini E:n e4-alleeli (apoE) (Selkoe 2001, Mattson 2004).  
 
APP:a prosessoidaan kahdella pääreitillä. Amyloidin muodostukseen 
johtamattomalla reitillä APP:a pilkotaan α-sekretaasilla ja γ-sekretaasilla. α-
sekretaasin pilkkoessa vapautuu suuri solunulkoinen osa (secreted extracellular 
domain, sAPP-α). Amyloidin muodostukseen johtavalla reitillä β-sekretaasi pilkkoo 
APP:n solunulkoisesta osasta sAPP-β-osan ja samalla syntyy solukalvoon 
sitoutunut karboksyyliterminaalinen peptidi. γ-sekretaasi pilkkoo edelleen 
karboksyyliterminaalisen peptidin niin, että vapautuu Aβ:a. Poiketen β-
sekretaasista γ-sekretaasi on suuri kompleksi, jossa on ainakin neljä eri proteiinia. 
Yksi niistä on preseniliini-1 tai preseniliini-2. Preseniliinien katsotaan vastaavan 
varsinaisesta γ-sekretaasiaktiivisuudesta. Syntyy eripituisia Aβ-peptidejä, sillä γ-
sekretaasi pilkkoo APP:a useista kohdista (Zhang ym. 2012).  
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Amyloidikaskadihypoteesin mukaan keskeinen AT:n patologinen syntymekanismi 
liittyy Aβ:n aineenvaihdunnan häiriöön ja kertymiseen plakeiksi (Hardy ja Allsop 
1991). On todettu, että Aβ-40 ja -42 ovat plakkien yleisimpiä ja toksisimpia amyloi-
di-isomuotoja (Nussbaum ja Ellis, 2003). Aβ-42 on muita amyloidi-isomuotoja hyd-
rofobisempi ja kasautuu niitä helpommin plakeiksi. Aβ:n ylituotanto aiheuttaa neu-
rotoksisuutta, mikä johtaa synapsivaurioihin ja hermosolujen kuolemaan. Useim-
mat mutaatiot, jotka liittyvät periytyvään AT:iin, joko lisäävät Aβ:n tuotantoa tai Aβ-
42:n osuutta amyloidipeptidien joukossa (Zhang ym. 2012). Kuitenkin useat tutki-
mustulokset tukevat käsitystä siitä, että hermoston inflammaatio on tautia aiheut-
tava tapahtuma ja etenkin mikrogliasolujen aktivaation on katsottu vaikuttavan AT:n 
syntyyn (Benveniste ym. 2001, Giunta ym. 2010). 
 
 
2.2 CD40- ja CD40L-proteiinit 
 
CD40 on solukalvon läpäisevä glykoproteiini ja kuuluu tuumorinekroositekijäresep-
toreiden ryhmään. Sitä esiintyy useimpien immuunipuolustuksen solujen sekä joi-
denkin muiden solujen pinnalla. Näitä ovat mm. astrosyytit, mikrogliasolut, makro-
fagit, dendriittisolut, B-solut sekä endoteelisolut, sileät lihassolut, fibroblastit, veri-
hiutaleet ja pahanlaatuiset kasvainsolut (Benveniste ym. 2001, Town ym. 2001, 
Chen ym. 2006). CD40 esiintyy myös liukoisessa, solun ulkopuolelle eritetyssä 
muodossa (sCD40) (Chen ym. 2006). 
 
Ihmisen ja hiiren CD40-proteiineissa viimeiset 32 aminohappoa karboksyylitermi-
naalissa ovat täysin samat. Lisäksi 22 solunulkoista kysteiiniaminohappotähdettä 
ovat samanlaisia, joten hiiren ja ihmisen CD40-proteiinit ovat todennäköisesti hy-
vin samankaltaisia (Chen ym. 2006). 
 
CD40-reseptoriin sitoutuva ligandi, CD40-ligandi (CD40L), on solukalvon läpäisevä 
glykoproteiini ja kuuluu tuumorinekroositekijöiden (TNF) ryhmään. Sitä esiintyy ta-
vallisesti aktivoituneiden T-lymfosyyttien (CD4+-, CD8+- ja γδ-T-solut) ja verihiuta-
leiden pinnalla, mutta ekspressiota on havaittu myös monosyyteissä, luonnollisissa 
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tappajasoluissa, B-soluissa, syöttösoluissa ja basofiilisissä granulosyyteissä. Li-
säksi vaskulaariset endoteelisolut, sileät lihassolut ja makrofagit voidaan indusoida 
ilmentämään CD40L-proteiinia (Benveniste ym. 2001, Town ym. 2001, Chen ym. 
2006). CD40L esiintyy myös liukoisessa muodossa (sCD40L), jolla on edelleen 
kyky aktivoida solukalvoon sitoutunut CD40 (Giunta ym. 2010). 
 
Ihmisen ja hiiren CD40L-proteiinit ovat 75-prosenttisesti samankaltaisia solunul-
koisilta, 96-prosenttisesti solukalvon läpäiseviltä ja 81-prosenttisesti solunsisäisiltä 
osiltaan. CD40L muodostaa trimeerejä, joina se sitoutuu CD40:n kanssa (Chen 
ym. 2006). 
 
Lisääntynyt solukalvon CD40-proteiinin ja sen ligandin, CD40L:n, ilmentyminen 
sekä verenkierrossa lisääntyneet CD40:n ja CD40L:n liukoisten muotojen määrät 
liittyvät inflammaatioon ja mikrogliasolujen aktivaatioon (Giunta ym. 2010). 
 
 
2.3 CD40–CD40L-vuorovaikutus 
 
CD40:n ja CD40L:n välinen vuorovaikutus on tärkeä toimivalle immuunijärjestel-
mälle, sillä se vaikuttaa joihinkin sen keskeisiin tapahtumiin, kuten immuunisolujen 
aktivaatioon, erilaistumiseen, proliferaatioon ja apoptoosiin.  Vuorovaikutus johtaa 
voimistuneeseen soluvälitteiseen immuniteettiin. CD40–CD40L-vuorovaikutus 
myös lisää monien inflammatoristen molekyylien (ICAM-1, VCAM-1, E-selektiini, 
LFA-3, B7.1, B7.2, luokan II MHC ja CD40) ja useiden sytokiinien (IL-1, IL-6, IL-8, 
IL-10, IL-12, TNF-α, MIP-1α, MCP-1 ja IP-10) tuotantoa (Chen ym. 2006). 
 
CD40-proteiinia ilmentävän solun vuorovaikutus T-auttajasolun (CD4+-T-solu) 
CD40L:n kanssa valmistelee sitä aktivoimaan sytotoksisen lymfosyyttifunktion 
CD8+-T-soluissa. Tämä johtaa tuumorien ja virusten tuhoon.  Aktivoituneiden T-
solujen CD40L:n vuorovaikutus B-solujen CD40:n kanssa edistää B-solujen jakau-
tumista ja erilaistumista vasta-aineita erittäviksi plasmasoluiksi sekä aloittaa vasta-
aineiden IgM-isotyypin muuntumista IgG-isotyypiksi ja vastustaa B-solujen apop-
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toosia. Näin ollen CD40–CD40L-vuorovaikutus on paitsi soluvälitteisen, myös hu-
moraalisen eli vasta-ainevälitteisen immuunivasteen merkittävä säätelijä ja tärkeä 
infektion uusiutumisen ehkäisemisessä (Town ym. 2001). 
 
CD40–CD40L-vuorovaikutus on osallisena etenkin autoimmuunisairauksissa ja 
inflammatorisissa sairauksissa. Epänormaalia sekä CD40:n että CD40L:n ilmen-
tymistä on kuvattu mm. nivelreumassa ja multippelissa skleroosissa eli MS-
taudissa. CD40–CD40L-vuorovaikutuksen estäminen on ollut hyödyllistä autoim-
muunitautien koe-eläinmalleissa (Benveniste ym. 2001). 
 
Aβ ja CD40–CD40L-vuorovaikutus edistävät verisuonten seinämien inflammaatio-
ta (Town ym. 2001). Aβ:a kertyy paitsi solunulkoiseen aivokudokseen, myös aivo-
jen verisuonten seinämiin hallitsevana patologisena piirteenä aivojen amyloidian-
giopatiassa, jota esiintyy yli 80 prosentilla AT:a sairastavista potilaista ja muussa 
vanhusväestössä 10–40 prosentilla. Aβ:n epänormaalin kertymisen aivojen ve-
risuoniin katsotaan aiheuttavan verisuonten degeneraatiota ja edistävän veri-
aivoesteen pettämistä (Bell ja Zlokovic 2009). CD40–CD40L-vuorovaikutuksella on 
myös tärkeä osuus mikrogliasolujen aktivaatiossa (Town ym. 2001). 
 
 
2.4 Mikrogliasolut ja CD40  
 
Mikrogliasolut ovat keskushermoston immuunipuolustuksen makrofageja, ja ne 
voivat toimia myös antigeenia esittelevinä soluina, sillä ne ilmentävät siihen tarvit-
tavia molekyylejä, kuten luokan II MHC-molekyylejä (major histocompatibility 
complex). Keskushermostossa CD40-proteiinia ilmentävät useat solut, kuten ve-
risuonten endoteelisolut, sileät lihassolut, astrosyytit ja mikrogliat. Mikrogliat ovat 
herkimpiä soluja vasteessaan CD40-ligandiin. Niiden pinnalla olevan CD40:n ja 
CD40L:n välinen vuorovaikutus laukaisee solunsisäisten signaalien sarjan, joka 
edistää monien sytokiinien (mm. TNF-α, IFN-γ, IL-1, IL-2, IL-12, kemokiinit) sekä 
typpioksidin ja neurotoksiinien tuotantoa. Nämä inflammatoriset välittäjäaineet ai-
heuttavat keskushermostossa demyelinisaatiota, hermosoluvaurioita ja inflammaa-
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tiota. Mikrogliojen on osoitettu olevan tärkeä kemokiinilähde. Kemokiinit, esimer-
kiksi MIP-1α, MCP-1 ja IP-10, ovat leukosyyttien kulkeutumista välittävien pienten 
sytokiinien ryhmä (Chen ym. 2006). 
 
Mikrogliasolun aktivaatiolle keskeistä on sen solukalvon CD40:n sitoutuminen 
CD40L:n kanssa, jolloin solu muuntuu lepäävästä aktiiviseen muotoon (Ponoma-
rev ym. 2006). Lepotilassa olevassa mikrogliasolussa CD40:n määrä on suhteelli-
sen matala. Aβ indusoi CD40:n ekspressiota mikroglioissa (Tan ym. 2002a, Ben-
veniste ym. 2004). Mikrogliat ovat kuitenkin vain vaatimattomasti aktivoituneita al-
tistuessaan Aβ:lle ja stimulaatio yhdessä IFN-γ:n tai CD40L:n kanssa synergisti-
sesti voimistaa aktivaatiota, jolloin CD40:n ilmentyminen ja sitoutuminen lisäänty-
vät (Mocali ym. 2004, Todd Roach ym. 2004, Laporte 2006). CD40:n määrä mikro-
glioissa selvästi lisääntyy myös pelkän inflammatorisen ärsykkeen, kuten INF-γ:n, 
TNF-α:n tai lipopolysakkaridin (LPS), myötä (Tan ym. 2002a, Chen ym. 2006).  
 
CD40:n sitoutuminen voimistaa solukalvon inflammatoristen proteiinien ilmenty-
mistä (D’Aversa ym. 2002). Mikrogliojen käsittely samaan aikaan liukoisella Aβ:lla 
ja CD40L:llä synergistisesti lisää hermosoluja vahingoittavan TNF-α:n vapautumis-
ta (Town ym. 2001). Mikrogliasolujen käsittely IFN-γ:llä ja CD40L:llä lisää useiden 
makrofageja ja T-lymfosyyttejä paikalle houkuttelevien kemokiinien tuotantoa 
(D’Aversa ym. 2002). Mikrogliojen CD40 näyttääkin toimivan keskushermoston in-
flammatoristen vasteiden vahvistajana. 
 
AT-potilaiden aivoissa tavattavan CD40L:n alkuperä ei ole tiedossa. Yksi mahdolli-
suus on aktivoidut T-solut, joita on tunnistettu niissä AT:a sairastavien potilaiden 
aivoissa, joissa on samaan aikaan aktiivisia mikrogliasoluja. Lisäksi CD40L:n läh-
de keskushermostossa voi olla endoteelisolut (Benveniste ym. 2001). Olosuhteis-
sa, joissa ei ole selvää T-solujen vaeltamista keskushermostoon, suuri CD40L:n 
lähde voisi olla astrosyytit, sillä näissä soluissa on havaittavissa runsas määrä 
CD40L:aa AT:ssa ja aivovamman jälkeen (Calingasan ym. 2002). Siten kes-
kushermostossa mikrogliojen CD40 voisi aktivoitua myös ilman kontaktia T-solujen 
kanssa (Chen ym. 2006). 
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Suuri osa aivojen mikrogliasoluista on sijainnut aivokudoksessa jo yksilönkehityk-
sen varhaisista vaiheista lähtien. Luuytimen kantasolut voivat lisäksi siirtyä veren-
kierrosta keskushermostoon ja synnyttää uusia mikrogliasoluja (Simard ja Rivest 
2006). CD45-proteiinia ilmennetään luuydinperäisissä mikroglioissa enemmän 
kuin aivojen alkuperäisissä mikroglioissa. Lisääntynyt CD45-proteiinin ilmentymi-
nen aivojen jo paikalla olevissa mikroglioissa viittaa niiden aktivaatioon. CD68-
proteiinin ilmentymisen mikrogliasoluissa on havaittu osoittavan fagosytoimiskykyä 
(Morgan 2009, Kettenmann ym. 2011). 
 
 
2.5 CD40 ja inflammaatio Alzheimerin taudissa 
 
Immuunijärjestelmää pidetään yleisesti osallisena AT:n hermosoluja rappeuttavas-
sa kehityksessä ja aktivoituneiden mikrogliojen uskotaan olevan keskeisessä 
osassa tässä tapahtumasarjassa. Tutkimuksissa on havaittu amyloidiplakkien ole-
van monesti mikrogliasolujen ympäröimiä sekä ihmisnäytteissä että siirtogeenisis-
sä AT:n hiirimalleissa (Dickson ym. 1988, Wegiel ym. 2001, 2003, 2004, Malm ym. 
2005). AT:a sairastavan potilaan aivoissa on jatkuva tulehdustila, jolle tyypillistä on 
inflammatoristen sytokiinien ja akuutin faasin proteiinien lisääntynyt tuotanto amy-
loidiplakkien läheisyydessä (Cui ym. 2002). Myös viljeltyjen mikrogliasolujen on 
todettu reagoivan Aβ:iin tuottamalla inflammatorisia sytokiineja, kuten IL-1β, TNF-α 
ja IL-6 (Simard ja Rivest 2006). 
 
CD40:n ja CD40L:n on raportoitu ilmentyvän poikkeavalla tavalla AT:a sairastavien 
potilaiden aivoissa ja monilla AT:n eläinmalleilla (Giunta ym. 2010). Esimerkiksi siir-
togeenisistä AT:a mallintavista hiiristä peräisin olevat mikrogliat ilmentävät CD40-
proteiinia tavallista enemmän (Chen ym. 2006). AT:a sairastaneiden potilaiden 
kuolemanjälkeisissä aivokudosnäytteissä CD40-proteiinia on havaittu mikrogliois-
sa ja vaurioalueen verisuonisoluissa (Togo ym. 2000). CD40L-proteiinia taas on 
havaittu potilasnäytteissä hypertrofioituneissa astrosyyteissä frontaalisella aivo-
kuorella, ja suurin osa näistä astrosyyteistä sijaitsee harmaassa aineessa amy-
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loidiplakeissa tai niiden lähellä (Chen ym. 2006). Hiirimalleilla aivokuorella ja hip-
pokampuksissa on havaittu useita amyloidiplakkeja ja CD40L-proteiinia ilmentäviä 
astrosyyttejä, joita ei tavata tavallisilla hiirillä (Calingasan ym. 2002). Liukoiseen 
muotoon vapautunutta CD40-proteiinia voidaan määrittää myös potilaiden verestä. 
sCD40:n pitoisuudet AT:a sairastavien potilaiden plasmassa ovat huomattavasti 
korkeammat kuin terveillä verrokeilla (Mocali ym. 2004).  
 
Sekä CD40- että CD40L-poistogeenisillä AT:a mallintavilla hiirillä on vähentynyt 
astrosyyttien ja mikrogliojen määrä, mikä liittyy vähentyneeseen Aβ-
plakkimäärään. CD40–CD40L-vuorovaikutuksen estäminen poistamalla CD40-
geeni AT:a mallintavilla hiirillä vähentää amyloidikertymää ja gliasolujen aktivaatio-
tasoa (mikroglioosia ja astrosytoosia) (Laporte ym. 2006). CD40L-geenin poisto 
AT:a mallintavilla hiirillä johtaa vähentyneeseen mikroglioosiin ja tau-proteiinin hy-
perfosforylaatioon (Tan ym. 1999). CD40L-proteiiniin kohdentuvan vasta-aineen 
antaminen AT:n mallihiirille lieventää AT:n patologiaa aivoissa ja parantaa koe-
eläinten kognitiivista suorituskykyä (Tan ym. 2002b). Nämä tutkimukset osoittavat, 
että CD40–CD40L-vuorovaikutuksen esto geneettisesti tai farmakologisesti vähen-
tää Aβ-plakkien määrää ja hidastaa AT:n kehittymistä AT:n hiirimalleilla (Chen ym. 
2006, Giunta ym. 2010). 
 
Verisuonitautien riskitekijät lisäävät myös AT:n riskiä (Luchsinger ja Mayeux 2004). 
Aivoverenkierron poikkeavuuksia nähdäänkin jo AT:n varhaisvaiheessa (Giunta 
ym. 2010). AT-potilailla, joilla on aivojen amyloidiangiopatia ja veri-aivoesteen toi-
mintahäiriö, aivoverisuonten inflammaatio on mukana AT:n kehittymisessä. Tällöin 
aktiiviset mikrogliat kertyvät verisuonten läheisyyteen ja T-soluja ja fagosytoivia 
monosyyttejä tunkeutuu aivojen verisuoniin (Town ym. 2001). Aβ myös lisää 
CD40-proteiinin ilmentymistä viljellyillä ihmisen verisuonten endoteelisoluilla (Akiy-
ama ym. 2000).  
 
Sileiden lihassolujen ja endoteelisolujen pinnalla oleva CD40, liukoinen tai solukal-
voon sitoutunut CD40L ja Aβ-peptidit näyttävät toimivan yhteistyössä edistäen in-
flammatorista tapahtumasarjaa sekä verisuonten seinämissä että aivokudoksessa. 
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Lievää lisäystä verenkierron sCD40L:n määrässä on havaittu lievästä kognitiivi-
sesta häiriöstä (mild cognitive impairment, MCI) kärsivillä potilailla. Lievä kognitii-
vinen häiriö todennäköisesti edustaa AT:n esioireita, sillä se liittyy suurentunee-
seen AT:n ilmaantuvuuden riskiin ja nopeaan kognitiivisen suorituskyvyn heikke-
nemiseen (Giunta ym.2010). Plasman sCD40:n pitoisuudet korreloivat vertailuta-
soa huonomman selviytymisen kanssa karkeassa muistitestissä (mini-mental state 
examination, MMSE) ja keskushermoston liukoisten APP-α:n ja -β:n pitoisuuksien 
kanssa (Togo ym. 2000, Calingasan ym. 2002). Lisäksi sCD40L estää endoteelia 
uudelleen rakentavia toimintoja endoteelisoluissa (Giunta ym. 2010).  
 
Vaikka plasman sCD40:n ja sCD40L:n määrityksiä voidaan pitää käyttökelpoisina 
AT:a osoittavina tutkimuksina, yksin ne eivät yllä käytännön diagnostiikan kannalta 
vaadittuun herkkyyteen, tarkkuuteen tai ennustearvoon.  Mahdollisen diagnostisen 
laboratoriotutkimuksen löytämiseksi myös glioosiin liittyvien sytokiinien määriä AT:a 
sairastavien potilaiden aivoselkäydinnesteessä on tutkittu. Sytokiinien puoliintu-
misajat ovat kuitenkin lyhyitä ja signalointi tapahtuu pääasiassa auto- tai parakrii-
nisesti eivätkä kirjallisuuden tiedot likvorin tai verenkierron sytokiinien määrästä 
ole johdonmukaisia. Keskushermostossa vapautuvat sytokiinit eivät ole pelkästään 
AT:iin liittyviä, vaan voivat toimia samankaltaisilla tavoilla monissa neurologisissa 
sairauksissa (Giunta ym. 2010). 
 
Mikrogliasoluja on usein pidetty kyvyttöminä työntymään amyloidiplakkien sisään 
ja niitä on pidetty osallisina β-amyloidikertymien muodostumiseen siten, että ne 
konsentroivat liukoista proteiinia ja vapauttavat sitä solun ympäristöön viimeistään 
solun kuollessa apoptoosilla (Wegiel ym. 2001, 2003, 2004). Aivoissa alun perin 
olevien mikrogliasolujen onkin aiemmin oletettu edistävän taudin kehittymistä, 
koska ne tuottavat sytotoksisia aineita eikä niiden kyvystä poistaa amyloidikerty-
miä ollut aiemmin näyttöä. Useat tutkimukset ovat kuitenkin viitanneet mikrogliojen 
vastakkaiseen, neuroprotektiiviseen, rooliin AT:ssa (Nguyen ym. 2002, Rogers ym. 
2002, Mattson 2004, Liu ym. 2005, Malm ym. 2005, Giunta ym. 2010). 
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On havaittu, että luuydinperäiset solut kykenevät kulkemaan veri-aivoesteen läpi 
(Malm ym. 2005, Simard ym. 2006). Kuitenkin useimmissa tutkimuksissa koko 
koe-eläin, mukaan lukien pää, on sädetetty luuydinsolujen tuhoamiseksi. Luuydin-
siirrokset on tehty merkityillä soluilla, jotta luuydinperäiset solut erottuvat koe-
eläimen kudoksissa. On esitetty, että aivojen altistumisesta säteilylle seuraa veri-
aivoesteen toiminnan häiriö, mikä helpottaa luuydinperäisten solujen pääsyä kes-
kushermostoon. Näin ollen eläinmallit, joissa koko koe-eläin altistetaan säteilylle, 
eivät välttämättä kuvaa todenmukaista tilannetta AT:a sairastavan potilaan aivoissa 
(Mildner ym. 2011). Toisaalta myös osalla AT:a sairastavista potilaista on todettu 
veri-aivoesteen lisääntynyt läpäisevyys (Bowman ym. 2007).  
 
Veri-aivoesteen läpäistyään luuydinperäiset solut pystyvät erilaistumaan täysin 
toimiviksi mikroglioiksi (Malm ym. 2005). Nämä solut hakeutuvat mielellään aivojen 
vaurioituneille alueille.  AT:n hiirimalleissa luuydinperäisten mikrogliojen on osoitet-
tu hakeutuvan amyloidikertymien läheisyyteen. Luuydinperäiset mikrogliat lisäksi 
ilmentävät suurempia määriä antigeenin esittelyyn tarvittavia proteiineja ja siten ne 
voivat olla tehokkaampia fagosyyttejä kuin aivojen alkuperäiset mikrogliat (Simard 
ja Rivest 2006). 
 
Neuroprotektion tai -toksisuuden teoriat mikrogliojen osalta eivät ole toisiaan pois-
sulkevia (Giunta ym. 2010). Mikrogliat voivat suojella hermosoluja erittämällä neu-
rotrofisia aineita ja poistamalla Aβ:a fagosytoimalla (Nguyen ym. 2002, Rogers ym. 
2002, Liu ym. 2005). Mikrogliojen toiminnan estäminen aiheuttaa laajasti tuhoavaa 
neurotoksisuutta (Turrin ja Rivest 2006). On mahdollista, että toiset mikrogliasolut 
edesauttavat plakkien muodostusta, kun taas toiset estävät amyloidikertymien 
muodostumista tai jopa poistavat niitä. Aivojen alkuperäiset mikrogliat ovat paikalla 
Aβ:n kertymisen alkaessa ja siten ne voivat osallistua plakkien muodostukseen. 
Jos veri-aivoeste on vaurioitunut, luuydinperäiset mikrogliat voivat tulla paikalle 
myöhemmissä taudin vaiheissa ja voivat siten olla osallisina plakkien poistamises-
sa. AT:a mallintavilla hiirillä luuydinperäisten mikrogliojen toiminnan estäminen li-
sää huomattavasti amyloidiplakkien määrää, joten on päätelty luuydinperäisten 
mikrogliasolujen pystyvän estämään amyloidiplakkien muodostumista tai poista-
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maan niitä. Nämä luuydinperäiset solut myös hakeutuvat nimenomaan Aβ:n lähei-
syyteen ja eliminoivat amyloidia fagosytoimalla (Malm ym. 2005, Simard ja Rivest  
2006). On myös osoitettu, että LPS:n avulla voimistettu keskushermoston im-
muunivaste vähentää amyloidin kertymistä (Malm ym. 2005). 
 
Neuroprotektiota voivat edistää luuytimestä peräisin olevien mikrogliojen rekrytoin-
ti, mikroglioja aktivoiva Aβ-rokotus sekä keskushermoston immuunivaste (Malm 
ym. 2005, Giunta ym. 2010). Lisäksi LRP-reseptorit (lipoproteiinireseptorien kal-
taisten proteiinien ryhmä) mikrogliojen pinnalla saattavat edesauttaa liukoisen Aβ:n 
vientiä pois aivoista. Kuitenkin näiden samojen reseptorien on hermosolujen pin-
nalla osoitettu lisäävän Aβ:n siirtymistä hermosolujen sisään, mikä lisää Aβ:n tok-
sisia vaikutuksia. Samaan tapaan kantajaproteiinit, kuten apoE, voivat kuljettaa 
Aβ:a joko mikroglioille edistäen Aβ:n poistumista aivokudoksesta tai hermosoluille 
edistäen neurodegeneraatiota (Giunta ym. 2010).  
 
Vastaavasti kuin inflammatoriset sytokiinit voivat aktivoida mikroglioja tuottamaan 
neurotoksisia molekyylejä, anti-inflammatoriset sytokiinit voivat heikentää mikro-
gliojen aktivaatiotilaa (Szczepanik ym. 2001). Mikrogliojen määrän vähenemiseen 
on havaittu liittyvän anti-inflammatoristen sytokiinien, kuten IL-4, IL-10 ja IL-13, eri-
tystä (Hammad ym. 1997). CD40:n ilmentymisen väheneminen sekä IL-4 ja monet 
muut anti-inflammatoriset sytokiinit aktivoivat anti-inflammatorisina ja neuroprotek-
tiivisina pidettyjä mikrogliojen alatyypin soluja, T-auttajasolu-2-tyypin soluja (T-
helper-2, Th2). T-auttajasolu-1-tyypin mikroglioille (T-helper-1, Th1) tyypillistä taas 
on inflammatoristen sytokiinien tuotanto.  Anti-inflammatorisia sytokiineja tuottavi-
en Th2-tyypin mikrogliojen vasteiden tukeminen voisi mahdollisesti hillitä AT:n 
kroonista inflammaatiota. On myös mahdollista, että mikrogliasolun tyypin muun-
tuminen Th1-tyypistä Th2-tyypiksi sekä vaimentaa hermoston inflammaatiota että 
voimistaa neuroprotektiivisten mekanismien toimintaa, kuten Aβ:n poistamista ai-
vokudoksesta (Giuntan ym. 2010). Toisaalta on näyttöä siitä, että myös Th1-tyypin 
vasteet voisivat olla hyödyllisiä. IL-6 on inflammatorinen sytokiini, jonka määrä on 
suurentunut AT-potilailla. IL-6:n tuotanto johtaa runsaaseen reaktiiviseen glioosiin 
ja samanaikaisesti vähentyneeseen Aβ-määrään sekä gliasolujen fagosytoosia 
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osoittavien merkkiaineiden lisääntymiseen. Hiirten IL-6 myös lisää mikrogliavälit-
teistä Aβ:n fagosytoosia in vitro (Chakrabarty ym. 2010). 
 
Epidemiologisissa tutkimuksissa on todettu, että immuunijärjestelmän toiminnan 
hillitseminen tulehduskipulääkkeillä vähentää AT:n esiintyvyyttä (Mackenzie ja Mu-
noz 1998, Simard ja Rivest 2006). Tulehduskipulääkkeiden pitkäaikaisen käytön 
myötä AT-potilailla aktiivisten mikrogliojen määrä vähenee. Vastaavasti, kun AT:a 
mallintavat siirtogeeniset hiiret saavat tulehduskipulääke ibuprofeenia, aktivoitu-
neiden mikrogliojen määrä vähenee niiden aivoissa. Tämän perusteella tulehdus-
kipulääkkeiden AT:a ehkäisevän vaikutuksen taustalla olevana mekanismina voi-
daan pitää mikrogliojen aktivaation hillitsemistä (Town ym. 2001). Joidenkin tutki-
musten mukaan taas tulehduskipulääkehoidolla, epäselektiivisillä tai syklo-
oksygenaasi-2-selektiivisillä lääkkeillä, ei ole vaikutusta AT:n kehittymiseen (Im-
bimbo ym. 2010). 
 
1990-luvun alussa esitellyn amyloidikaskadihypoteesin jälkeen taudin intensiivinen 
tutkiminen on lisännyt molekyylitason ymmärrystämme AT:n kehittymisestä. AT:a 
sairastavan potilaan aivoissa on jatkuva tulehdustila sekä inflammatoristen sytokii-
nien ja akuutin faasin proteiinien eritys Aβ-plakkien ympärillä. Käsitys Aβ-peptidien 
neurotoksisuudesta on pysynyt ennallaan. Aβ-peptidien on katsottu aktivoivan mik-
rogliasoluja, ja monet tutkimukset ovat osoittaneet tästä seuraavan hermosolutu-
hoa, jossa usein mukana ovat sytokiinit TNF-α, IFN-γ, IL-1β sekä typpioksidi. Mik-
rogliasolut käyvät läpi useita ilmiasun muutoksia niiden aktivaatioon liittyen. Lisäksi 
mikrogliojen on katsottu saavan inflammatorisia reaktioita aikaan CD40–CD40L-
vuorovaikutuksen välityksellä (Giunta ym. 2010). Luuydinperäiset aivoihin siirtyvät 
mikrogliat vaikuttaisivat olevan tehokkaampia immuunisoluja kuin aivojen alkupe-
räiset mikrogliat, mikä voi olla hyödynnettävissä oleva seikka AT:n hoidon kannalta 
(Malm ym. 2005). 
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3 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
 
Tutkimuksen tavoitteena oli selvittää, miten luuytimen kantasolut osallistuvat AT:n 
kehittymiseen. Ensimmäiseksi selvitettiin CD40-geenin poiston vaikutusta luuydin-
peräisten solujen kulkeutumiseen perifeerisestä verenkierrosta aivojen hippokam-
puksiin AT:n eläinmallilla. Toiseksi haluttiin tutkia, vaikuttaako CD40-geenin poisto 
luuydinperäisten solujen β-amyloidin fagosytoimiskykyyn. Kolmanneksi tarkastel-
tiin CD40-geenin poiston vaikutusta mikrogliojen aktivaatioon.  
 
Itse valmistin leikkeet koe-eläinten aivoista, tein immunohistokemialliset värjäykset 
sekä analysoin näytteet. 
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4 MENETELMÄT 
 
 
4.1 Menetelmät lyhyesti 
 
Kokeissa käytettiin AT:a mallintavia siirtogeenisiä APPswe/PS1dE9-hiiriä, GFP:a 
ilmentäviä hiiriä, CD40-proteiinin suhteen poistogeenisiä hiiriä sekä villin tyypin 
hiiriä. AT:a mallintaville sekä villin tyypin hiirille tehtiin luuydinsiirrokset. Siirroksia 
varten kantasoluja eristettiin GFP:a ilmentävistä hiiristä, joista puolet oli risteytetty 
CD40-poistogeenisten hiirten kanssa. Luuydinperäiset solut olivat siis 
erotettavissa vihreän fluoresenssin avulla. Luuydinsiirteen saaneista hiiristä puolet 
oli AT:a mallintavia siirtogeenisiä hiiriä ja puolet villin tyypin hiiriä (kuvat 1 ja 2, s. 
21). 
 
Luuydinsiirroksen jälkeen sen onnistumista tarkisteltiin varmistamalla perifeeristen 
verisolujen GFP:n ilmentyminen virtaussytometrialla. 16 viikkoa luuydinsiirroksesta 
koe-eläinten aivojen toisiin puoliskoihin injisoitiin lipopolysakkaridia (LPS) 
laukaisemaan inflammatorista signalointia mikroglioissa (Nadeau ja Rivest 2002). 
Toisiin aivopuoliskoihin injisoitiin keittosuolaliuosta. 
 
Hiiret nukutettiin kuolettavasti seitsemän päivää injektioiden jälkeen, aivot irrotet-
tiin, kiinnitettiin ja pakastettiin. Pakastettujen aivojen hippokampusalueet leikattiin 
kryostaatissa ohutleikkeiksi, joista tutkittiin GFP:n avulla luuydinperäisten solujen 
kulkeutumista hippokampuksiin ja leikkeille tehtiin fluoresenssia apuna käyttäen 
vasta-ainevärjäyksiä. Värjäysten avulla tutkittiin Aβ-kertymien (Aβ-värjäys), mikro-
gliasolujen aktivaation (CD45-värjäys) sekä fagosytoosiin taipuvaisten mikrogliojen 
(CD68-värjäys) määriä aivojen hippokampusten alueella. Kokeissa käytetyt liuok-
set ovat liitteessä.  
 
Fluoresenssin havainnointiin käytettiin fluoresenssimikroskooppia, ja sillä otetut 
kuvat analysointiin arvioiden immunoreaktiivista pinta-alaa suhteessa hippukam-
puksen pinta-alaan. Tilastollisesti laskettiin kunkin käsittelyn osalta, aiheuttaako 
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LPS-injektio muutosta keittosuolaliuosinjektioon nähden. Analyysi tehtiin Studentin 
parillisella t-testillä, sillä toisiinsa verrattavat puolet olivat samasta leikkeestä.  
 
 
4.2 Koe-eläimet 
 
AT:iin liittyvää amyloidiplakkien muodostusta mallintamaan voidaan käyttää 
siirtogeenisiä hiirimalleja, jotka perustuvat ihmisen mutatoidun APP:n yli-
ilmentämiseen. Vaikka näillä hiirimalleilla on useita AT:n patologisia piirteitä, eivät 
ne ole täydellisiä AT:n malleja. Kokeissa käytettiin kahden geenin suhteen 
siirtogeenisiä APPswe/PS1dE9-hiiriä. Nämä kantavat kimeeristä hiiren ja ihmisen 
APP695-geeniä, jossa on ruotsalainen perinnölliseen AT:iin liittyvä mutaatio, sekä 
ihmisperäistä PS1dE9-geeniä, jossa on deleetio eksoni 9:ssä. Molempia geenejä 
kontrolloivat hiiren omat prionipromoottorielementit (Jankowsky ym. 2004). APP-
geenin ruotsalaisessa mutaatiossa kaksi emäsparin vaihdosta, guaniinin 
vaihtuminen tymiiniksi ja adeniinin sytosiiniksi, muuttavat APP:n aminohapoista 
lysiinin asparagiiniksi ja metioniinin leusiiniksi kodoneissa 670 ja 671, lähellä β-
sekretaasin APP:a pilkkovaa vaikutuskohtaa (Mullan ym. 1992). Risteyttämällä 
mutantti PS1-proteiinia ylituottava hiiri toisen, APPswe-mutaatiota kantavan ja 
ylituottavan hiiren kanssa saadaan aikaan AT:n kaltainen tila nopeammin kuin 
yksinkertaisten siirtogeenisten koe-eläinten tapauksessa. Tämä helpottaa 
eläinkokeiden toteuttamista käytännössä. Kaksoissiirtogeenisiä hiiriä oli 
takaisinristeytetty C57BL/6J-kannan kanssa kuuden sukupolven ajan. 
 
GFP:a ylituottavat hiiret (Okabe ym. 1997) oli hankittu Jackson Laboratories -
yrityksestä Yhdysvalloista ja ylläpidetty C57BL/6J-kannassa 
Kansanterveyslaitoksen Kuopion koe-eläinyksikössä. GFP:a ilmensivät GFP:a 
ylituottavien hiirten kaikki kudokset punasoluja ja karvoja lukuun ottamatta. GFP:a 
ilmentävät ja CD40-poistogeeniset hiiret (Jackson Laboratories) risteytettiin 
keskenään, jotta saatiin sekä GFP:a ilmentäviä että CD40:n suhteen 
poistogeenisiä hiiriä luuydinluovuttajiksi. 
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Osa koe-eläimistä kuoli tutkimuksen aikana ennen kuin aivot oli määrä irrottaa. 
Lopulta koe-eläimiä oli käytettävissä yhteensä 18. Eläinryhmät olivat seuraavat: 
GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saaneet villin tyypin hiiret (n=2), GFP:a ilmentä-
vän luuydinsiirteen saaneet siirtogeeniset APP/PS1-hiiret (n=3), CD40-
poistogeenisen GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saaneet villin tyypin hiiret (n=6) 
ja CD40-poistogeenisen GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saaneet siirtogeeniset 
APP/PS1-hiiret (n=6). Lisäksi oli verrokkina yksi CD40-poistogeenisen GFP:a il-
mentävän luuydinsiirteen saanut siirtogeeninen APP/PS1-hiiri, jolle ei tehty toi-
menpiteitä. 
 
 
4.3 Luuydinsiirteet 
 
Ennen siirrosten tekemistä vastaanottajahiirten luuytimet tuhottiin. Kaksoissiirto-
geeniset APP/PS1-hiiret ja niiden ikävakioidut villin tyypin verrokkinsa saivat tap-
pavan säteilyannoksen kahtena 550 cGy:n annoksena nopeudella 2,37 Gy/min 
(Varian 600 C Radiotherapy Accelerator). Annosten välissä oli taukoa 3 tuntia. 
Säteilytystä seuraavana päivänä hiiret saivat 6–8-viikkoisilta GFP:a ylimäärin tuot-
tavilta luovuttajahiiriltä eristetyn luuydinsolusiirteen häntälaskimon kautta. Osa luo-
vuttajahiiristä oli paitsi GFP:a ilmentäviä, myös CD40:n suhteen poistogeenisiä. 
CD40-poistogeenisyys varmistettiin polymeraasiketjureaktion (PCR) avulla, ks. ku-
va 1 (s. 21). Luovuttajahiiret lopetettiin hiilidioksidilla ja reisi- ja sääriluut laitettiin 
jääkylmään Hankin balansoituun suolaliuokseen (Bio Whittaker Europe), joka si-
sälsi 10 prosenttia naudansikiöseerumia (fetal bovine serum, FBS, Gibco, BRL / 
LifeSciences). Luuydinsolut huuhdeltiin luista ruiskuttamalla niitä samalla jääkyl-
mällä liuoksella. Solut suodatettiin 70 µm:n nailonverkon läpi, laskettiin, ja niistä 
tehtiin sopivia annoksia. Luuydinsiirrokset tehtiin AT:a mallintaville sekä villin tyypin 
hiirille, ks. kuva 2 (s. 21). Jokainen vastaanottajahiiri sai 5 · 106 solua 0,3 ml:n 
ruiskeena häntälaskimoon.  
 
  
21 
 
  
 
KUVA 1. Luuydinluovuttajahiiret. CD40-geenin suhteen poistogeeniset (CD40--/--) ja GFP:a ilmen-
tävät hiiret (GFP++/--) risteytettiin keskenään, jotta saatiin sekä GFP:a ilmentäviä että CD40:n suh-
teen poistogeenisiä hiiriä luuydinluovuttajiksi. Osa luuydinluovuttajista oli pelkästään GFP:a ilmen-
täviä hiiriä. Käytetyssä GFP:a ilmentävien hiirten kannassa homotsygootti yksilö ei olisi elinkelpoi-
nen. Sulkuihin on merkitty alleelit. PCR-menetelmällä tarkistettiin, että CD40-poistogeeniset luu-
ydinsolut olivat todella CD40-proteiinin suhteen vajaita.  
 
 
 
 
KUVA 2. Luuydinsiirrokset. Luuydinluovuttajahiiret olivat kaikki GFP:a ilmentäviä. Näin GFP:n avul-
la vastaanottajahiirten aivoista pystyttiin myöhemmin erottamaan luuydinperäiset solut. 
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4.4 Luuydinsiirrosten onnistumisen tarkistaminen 
 
Perifeeristen verisolujen GFP:n ilmentämisen virtaussytometria-analyysi verinäyt-
teistä tehtiin aikaisintaan 4 viikkoa luuydinsiirteen annon jälkeen, jotta voitiin arvi-
oida luuydinperäisten solujen kykyä siirtyä luuytimeen ja tuottaa uusia verisoluja eli 
siirroksen onnistumista. Tähän käytettiin duaalista laservirtaussytometriä (Becton 
Dickinson).  
 
Verinäytteet värjättiin seuraavilla vasta-aineilla: R-fykoerytriini-konjugoitu Ly-6G 
(R-Phycoerythrin, R-PE) granulosyyttien löytämiseksi, R-PE-konjugoitu CD11b 
monosyyttien havaitsemiseksi ja peridiiniklorofylli-a-proteiini-konjugoitu 
CD45R/B220 (Peridin chlorophyll-a protein, PerCP) B-solujen ja CD3e T-
lymfosyyttien erottamiseksi (vasta-aineet: BD Biosciences). Verinäytteet otettiin 
reisilaskimosta heparinisoituihin putkiin ja 50 µl verta annettiin olla vasta-aineiden 
ja salpaaja-vasta-aineen (hiiren IgG1, Sigma; 10 µl/ml) kanssa jään päällä 30 mi-
nuuttia. Solut sentrifugoitiin ja punasolut hajotettiin pitämällä niitä 5 minuuttia huo-
neenlämmössä ammoniumkloridiliuoksessa: 150 mM NHCl4, 10 mM KHCO3 ja 0,1 
mM EDTA (pH 7,4). Solut huuhdeltiin kaksi kertaa 2 prosenttia FBS:a sisältävällä 
fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella (PBS, ks. liite). Lopuksi solut laitettiin huuhte-
lussa käytettyyn liuokseen ja fiksoitiin 2-prosenttisella formaldehydillä virtaussyto-
metrianalyysiä varten. Virtaussytometri (FACSCalibur) oli varustettu 488 nm:n la-
serilla (BD) ja saatu tieto käsiteltiin CellQuest Pro™-ohjelmaa (BD) käyttäen. 
 
 
4.5 Hippokampustensisäiset LPS-injektiot 
 
Luuydinsiirteen saaneiden hiirten oikeanpuoleisiin hippokampuksiin injisoitiin 4 µg 
lipopolysakkaridia (4 µg/µl keittosuolaliuoksessa; LPS, Salmonella typhimurium -
bakteerista, Sigma) ja vasemmanpuoleisiin hippokampuksiin injisoitiin vastaava 
määrä keittosuolaliuosta (0,9 % NaCl) 16 viikkoa luuydinsiirteen jälkeen, jolloin hii-
ret olivat 22–23 kuukauden ikäisiä. Käytetyt koordinaatit stereotaktisessa laittees-
sa eri suunnissa olivat: anteriori/posteriori -2,7 mm, mediaali/lateraali ±2,5 mm, 
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dorsaali/ventraali -3 mm. Hiirten nukutukseen toimenpidettä varten käytettiin isoflu-
raania. Kaksi reikää porattiin kalloon hippokampusten ylle ja injektiot tehtiin 5 µl:n 
Hamilton-ruiskulla 10 minuutin aikana, neula jätettiin paikalleen vielä 4 minuutin 
ajaksi ennen sen pois vetämistä hitaasti. Lopuksi toimenpidealue puhdistettiin keit-
tosuolaliuoksella ja suljettiin ompeleilla. 
 
 
4.6 Hiirten aivojen irrotus ja pakastus 
 
Seitsemän päivää hippokampusinjektioiden jälkeen hiiret nukutettiin kuolettavalla 
annoksella tribromoetanolia (Avertin, Sigma) ja niiden verenkierto huuhdeltiin he-
parinisoidulla keittosuolaliuoksella veren poistamiseksi ja sitten 4-prosenttisella pa-
raformaldehydillä kudosten kiinnittämiseksi. Aivot irrotettiin kokonaisina ja kudos-
ten kiinnittämistä jatkettiin vielä käsittelemällä niitä 4-prosenttisella paraformalde-
hydillä kahdentoista tunnin ajan 4 °C:ssa. Tämän jälkeen tehtiin jääsuojaus 30-
prosenttisessa sakkaroosiliuoksessa 3 päivän ajan. Aivot jäädytettiin nestetypessä 
ja siirrettiin -70-asteiseen pakastimeen. 
 
 
4.7 Leikkeet 
 
Jäiset hiiren aivot leikattiin 20 µm:n paksuisiksi koronaarileikkeiksi -20 °C lämpöti-
lassa kryostaattia käyttäen (Leica CM 3050S). Piikillä merkittiin vasen puoli leik-
keistä. Leikkeet kerättiin anteriorisuunnasta posteriorisuuntaan aloittaen kohdasta, 
jossa hippokampuksen kerroksista cornu ammonis 3 ja gyrus dentatus muodosta-
vat haarukan. Leikkeet laitettiin jäänestoliuokseen ja varastoitiin -20 °C:ssa. 
 
 
4.8 GFP-preparaattien valmistus 
 
Luuydinsiirresolut olivat peräisin GFP:a ilmentävistä hiiristä. Näin siirteen saanei-
den koe-eläinten aivoissa luuydinperäiset solut olivat erotettavissa vihreän fluore-
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senssin avulla. Leikkeet huuhdeltiin 0,1-molaarisessa PBS-liuoksessa ja laitettiin 
mikroskoopin objektiivilaseille. Näytteet peitettiin petausliuoksella, jossa oli fluore-
soivaa DNA:han kiinnittyvää tumaväriainetta, diamidinofenyylindolia (fluorescent 
mounting medium with DAPI, Vectashield H-1200). Päälle laitettiin peitinlasi ja 
valmiit preparaatit varastoitiin +8 °C:ssa. 
 
 
4.9 Βeeta-amyloidin immunohistokemiallinen värjäys 
 
Aβ:n immunohistokemiallisen värjäyksen avulla mitattiin hippokampusten Aβ:n 
määrää eri koe-eläinryhmillä. Leikkeet huuhdeltiin 0,1-molaarisessa PBS-
liuoksessa ja nosteltiin objektiivilaseille. Näytteiden annettiin kuivahtaa ja ympärille 
piirrettiin rengas kynällä (ImmEdge Pen, Vector). Rehydraatio tehtiin 0,01-
molaarisessa PBS-liuoksessa, minkä jälkeen näytteet olivat 30 minuuttia 83 
°C:ssa 0,05-molaarisessa natriumsitraattiliuoksessa. Seuraavaksi tehtiin huuhtelu 
PBS-liuoksessa. 
 
Epäspesifisen vasta-aineen sitoutumisen estämiseksi käytettiin 10-prosenttista 
vuohen seerumia (normal goat serum, NGS) PBS-Tween (PBST) -liuokseen (ks. 
liite) laimennettuna. Sitä pidettiin näytteillä 30 minuuttia. 
 
Amyloidiin sitoutuvaa primäärivasta-ainetta (polyclonal unconjugated rabbit Anti-
Panβ-Amyloid, Biosource) käytettiin laimennettuna (1:300) PBST-liuokseen, jossa 
oli 5 prosenttia NGS:a. Sitä pidettiin näytteillä yön yli. Negatiivikontrollilasille 
laitettiin pelkkää puskuriliuosta ilman primäärivasta-ainetta. PBST-huuhtelun 
jälkeen sekundäärivasta-aine (Goat-anti-rabbit 568, Alexa Fluor, Molecular 
Probes), joka oli laimennettuna (1:200) 5 prosenttia NGS:a sisältävään PBST-
liuokseen, oli kaikilla näytelaseilla tunnin ajan pimeässä. Tämän jälkeen tehtiin 
huuhtelu PBST-liuoksessa ja kaikki lasit peitettiin fluoresoivaa tumaväriä 
sisältävällä peittoaineella ja päälle laitettiin peitinlasi. Preparaatit varastoitiin +8 
°C:n lämpötilassa. 
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4.10 CD45-proteiinin immunohistokemiallinen värjäys 
 
CD45-proteiinia ilmennetään luuydinperäisissä mikroglioissa enemmän kuin aivo-
jen alkuperäisissä mikroglioissa. Lisääntynyt CD45-proteiinin ilmetyminen aivojen 
jo paikalla olevissa mikroglioissa viittaa niiden aktivaatioon. CD45-värjäystä varten 
leikkeet huuhdeltiin 0,1-molaarisessa PBS-liuoksessa ja nosteltiin objektiivilaseille. 
Leikkeiden annettiin kuivahtaa ilmassa ja sitten niiden ympärille piirrettiin reunat 
kynällä (ImmEdge Pen). Rehydraatio tehtiin 0,01-molaarisessa PBS-liuoksessa.  
 
Endogeenisen peroksidaasin salpaus tehtiin käsittelemällä leikkeet 0,3-prosenttia 
vetyperoksidia sisältävällä metanoliliuoksella 30 minuutin ajan. Näytteet huuhdel-
tiin 0,01-molaarisella PBST-liuoksella ja sitten ne käsiteltiin tunnin ajan epäspesifi-
sen vasta-aineen sitoutumisen estämiseksi salpausliuoksella (0,5 prosenttia sal-
pausreagenttia (blocking reagent, PerkinElmer) sisältävä PBS-liuos, PNB).  
 
CD45-proteiiniin sitoutuvaa primäärivasta-ainetta (rat-anti-mouse CD45, Serotec) 
pidettiin PNB-liuokseen (1:100) laimennettuna näytelaseilla (paitsi negatiivikontrol-
lilasilla) yön yli. Seuraavana päivänä näytteet huuhdeltiin PBST-liuoksessa. Se-
kundäärivasta-aine (rabbit-anti-rat, biotin conjugated, Vector Laboratories), joka oli 
laimennettu (1:200) PNB-liuokseen, sai olla sitten kaikilla näytelaseilla tunnin ajan. 
Huuhtelu tehtiin jälleen PBST-liuoksessa, minkä jälkeen näytteille laitettiin 30 mi-
nuutiksi PNB-liuokseen laimennettua (1:100) streptavidiinipiparjuuriperoksidaasia. 
PBST-liuoksessa huuhtelun jälkeen fluoroforityramidi-vahvistusaineen (TSA, Per-
kinElmer) annettiin olla näytteillä 10 minuuttia. Näytteet huuhdeltiin vielä PBST-
liuoksessa pimeässä ja ne peitettiin fluoresoivalla peittoaineella. Päälle laitettiin 
peitinlasi ja preparaatit varastoitiin +8 °C:ssa. 
 
 
4.11 CD68-proteiinin immunohistokemiallinen värjäys 
 
CD68-immunohistokemiallinen värjäys tehtiin samalla tapaa kuin CD45-värjäys. 
Lysosomaalinen CD68-proteiini ilmentyy fagosytoosiin taipuvissa soluissa. Käytet-
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ty CD68-proteiiniin sitoutuva primäärivasta-aine (Rat-anti-mouse, Serotec) oli lai-
mennettu (1:2000) PNB-liuokseen. Sekundäärivasta-aine oli sama kuin CD45-
värjäyksessä (biotinylated Rabbit-anti-rat) laimennettuna (1:2000) PNB-liuokseen.  
 
 
4.12 Kuvantaminen 
 
Kuvantamiseen käytettiin fluoresenssimikroskooppia (Olympus AX-70) ja sen 4-
kertaista objektiivia sekä laitteeseen liitettyä digitaalikameraa (Color View 12, Soft 
Imaging System). Kaikki otetut kuvat analysoitiin kvantitatiivisesti arvioimalla im-
munoreaktiivista pinta-alaa suhteessa hippukampuksen pinta-alaan. Tähän käytet-
tiin ImageProPlus-ohjelmaa (Media Cybernetics). Mustavalkoisia esimerkkikuvia 
eri ryhmistä on kunkin käsittelyn osalta sivuilla 27–30 (kuvat 3–6). 
 
 
4.13 Tilastollinen analyysi 
 
Käyttäen Studentin parillista t-testiä SPSS-tilasto-ohjelmalla arvioitiin kunkin käsit-
telyn osalta, aiheuttaako LPS-injektio muutosta keittosuolaliuos-injektioon nähden. 
Kuvissa esitetään tulosten keskiarvot ja keskihajonnat (standard deviation, SD) 
(kuvat 7–10, ss. 31–32).  
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KUVA 3. Esimerkkejä koe-eläinryhmittäin fluoresenssimikroskoopin avulla otetuista kuvista, joista 
on pinta-alan osuutena laskettu GFP:n määrä. Mikroskoopissa käytetty vihreää valoa läpäisevää 
suodatinta. GFP:ia ilmensivät kokeen transplantoidut luuydinsolut. Itse kuvat ovat mustavalkoisia. 
Oikeanpuoleisissa kuvissa hippokampuksiin on injisoitu LPS:a ja vasemmanpuoleisissa 
keittosuolaliuosta. LPS-injektioita käytettiin aktivoimaan inflammaatiota. Luuydinperäisten solujen 
kulkeutumista tapahtui enemmän LPS:lla käsitellyille aivopuoliskoille. 
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KUVA 4. Esimerkkikuvia leikkeistä, joiden β-amyloidi on värjätty immunohistokemiallisesti. 
Amyloidiplakkeja on vähemmän LPS:lla kuin suolaliuoksella käsitellyillä aivopuoliskoilla.  
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KUVA 5. Esimerkkikuvia koe-eläinryhmittäin leikkeistä, joiden CD45-proteiini on värjätty 
immunohistokemiallisesti. CD45-proteiinia on enemmän LPS:lla kuin suolaliuoksella käsitellyillä 
aivopuoliskoilla. 
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KUVA 6. Esimerkkikuvia koe-eläinryhmittäin leikkeistä, joiden CD68-proteiini on värjätty immuno-
histokemiallisesti. CD68-proteiinia on enemmän LPS:lla kuin suolaliuksella käsitellyillä aivopuolis-
koilla. 
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KUVA 7. GFP:lla merkittyjen luuydinperäisten solujen hippokampuksiin kulkeutuneet määrät pinta-
alan osuuksina. LPS-käsitellylle aivopuoliskolle luuydinperäisiä soluja kulkeutui toiseen puoleen 
verrattuna enemmän. CD40-poistogeenisyys ei vaikuttanut luuydinperäisten solujen migraatioon. 
AT: Alzheimerin tautia mallintavien siirtogeenisten hiirten ryhmä, VT: villin tyypin hiirten ryhmä, 
CD40: CD40-poistogeeniset sekä GFP:a ilmentävät luuydinsolut, GFP: GFP:a ilmentävät luuydin-
solut. Hiirten lukumäärät (n) eri ryhmissä on merkitty sulkuihin. 
 
 
KUVA 8. Alzheimerin tautia mallintavien siirtogeenisten hiirten hippokampusten β-
amyloidikertymien määrät pinta-alan osuuksina. LPS-käsitellyillä aivopuoliskoilla β-amyloidia oli 
toiseen puoleen verrattuna vähemmän. CD40-poistogeenisyys ei vaikuttanut β-amyloidikertymien 
määrään hippokampuksissa. 
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KUVA 9. CD45-immunoreaktiivisuus pinta-alan osuuksina eri koe-eläinryhmillä. LPS-käsitellyillä 
aivopuoliskoilla CD45-värjäytyvyyttä oli toiseen puoleen verrattuna enemmän. CD40-
poistogeenisyys ei vaikuttanut CD45-immunoreaktiivisuuteen hippokampuksessa. 
 
 
 
KUVA 10. CD68-immunoreaktiivisuus eri koe-eläinryhmissä. LPS-käsitellyillä aivopuoliskoilla 
CD68-immunoreaktiivisuutta oli enemmän toiseen puoleen verrattuna. CD40-poistogeenisyys lisäsi 
hieman CD68-immunoreaktiivisuutta, mutta tilastollisesti merkitsevää eroa ryhmien välillä ei havait-
tu. 
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5 TULOKSET 
 
 
Tutkimuksessa käytettiin luuydinluovuttajina GFP:a ilmentäviä sekä CD40-
poistogeenisiä GFP:a ilmentäviä hiiriä, ks. kuva 1 (s. 21). Luuytimen vastaanottaji-
na käytettiin AT:a mallintavia hiiriä ja villin tyypin hiiriä. Virtaussytometriaa käyttäen 
arvioitiin perifeeristen verisolujen GFP:n ilmentämiskykyä, jonka perusteella siir-
rosten katsottiin onnistuneen. Luuydinsiirroksista peräisin olevat solut erottuivat 
GFP:n avulla myös vastaanottajahiirten aivoissa, ks. kuva 2 (s. 21).  
 
LPS-injektioita käytettiin aktivoimaan inflammaatiota. Luuydinperäisten solujen 
kulkeutumista tapahtui enemmän LPS:lla käsitellyille aivopuoliskoille (CD40-
poistogeenisen GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saaneilla AT:a mallintavilla hiirillä 
p=0,004, GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saaneilla AT:a mallintavilla hiirillä 
p=0,08, CD40-poistogeenisen GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saaneilla villin 
tyypin hiirillä p=0,002 ja GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saaneilla villin tyypin 
hiirillä p=0,13). CD40-reseptorin salpauksella CD40-poistogeenisiä hiiriä 
käyttämällä ei kuitenkaan näytä olevan vaikutusta solujen kulkeutumiseen 
hippokampuksiin. Kuva 7 (s. 31) esittää GFP:lla merkittyjen luuydinperäisten 
solujen hippokampuksiin kulkeutuneita määriä eri koe-eläinryhmillä. 
 
Aβ:n määrä oli pienempi LPS:lla kuin suolaliuoksella käsitellyllä aivopuoliskolla 
(CD40-poistogeenisen GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saaneilla AT:a mallintavil-
la hiirillä p=0,003 ja GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saaneilla AT:a mallintavilla 
hiirillä p=0,07). Koska LPS-injisoidulle puolelle kulkeutui myös enemmän luuydin-
peräisiä soluja, on todennäköistä, että luuydinperäiset solut fagosytoivat Aβ:a 
enemmän tällä aivopuoliskolla toiseen verrattuna.  CD40-geenin poistolla ei aineis-
ton mukaan näytä olevan vaikutusta luuydinperäisten solujen kykyyn fagosytoida 
Aβ:a. Kuva 8 (s. 31) havainnollistaa AT:a mallintavien koe-eläinten β-
amyloidikertymien määriä hippokampuksissa. 
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Kuva 9 (s. 32) esittää CD45-immunoreaktiivisuutta eri koe-eläinryhmien hippo-
kampuksissa. CD45-immunoreaktiivisuutta oli enemmän LPS-injisoidulla aivopuo-
liskolla toiseen verrattuna (CD40-poistogeenisen GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen 
saaneilla AT:a mallintavilla hiirillä p=0,03, GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saa-
neilla AT:a mallintavilla hiirillä p=0,07, CD40-poistogeenisen GFP:a ilmentävän 
luuydinsiirteen saaneilla villin tyypin hiirillä p=0,004 ja GFP:a ilmentävän luuydin-
siirteen saaneilla villin tyypin hiirillä p=0,4). CD45-värjäytyvyydessä ei tullut esiin 
eroa CD40-poistogeenisen GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saaneiden ja pelkkää 
GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saaneiden hiirten välillä. CD40-geenin poisto ei 
siis vaikuttanut luuydinperäisten tai aivojen alkuperäisten mikrogliojen aktivaati-
oon.  
 
CD68-proteiinia ilmentävät fagosytoosiin taipuvaiset mikrogliat. Kuva 10 (s. 32) 
havainnollistaa CD68-immunoreaktiivisuutta eri koe-eläinryhmien hippokampuk-
sissa. CD68-immunoreaktiivisuutta oli enemmän LPS-injisoidulla aivopuoliskolla 
toiseen verrattuna (CD40-poistogeenisen GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saa-
neilla AT:a mallintavilla hiirillä p=0,04, GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen saaneilla 
AT:a mallintavilla hiirillä p=0,001, CD40-poistogeenisen GFP:a ilmentävän luuydin-
siirteen saaneilla villin tyypin hiirillä p=0,003 ja GFP:a ilmentävän luuydinsiirteen 
saaneilla villin tyypin hiirillä p=0,4). CD40-geenin poisto luuydinperäisissä soluissa 
näyttäisi hieman lisäävän CD68-immunoreaktiivisuutta. Ryhmien välillä ei kuiten-
kaan ole merkitsevää eroa. Lisäksi havaittiin, että CD68-immunoreaktiivisuus oli 
siirtogeenisissä AT:a mallintavissa hiirissä enemmän aggregaatteina ilmeisesti 
amyloidiplakkien ympärillä. 
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6 POHDINTA 
 
 
Luuydinsolujen siirteet onnistuivat, sillä siirretyt GFP-positiiviset solut siirtyivät vas-
taanottajahiirten luuytimeen ja tuottivat edelleen verisoluja. Tätä arvioitiin virtaus-
sytometrialla. Osa luovuttajahiiristä oli paitsi GFP:a ilmentäviä, myös CD40:n suh-
teen poistogeenisiä. CD40-poistogeenisyyttä voidaan pitää varmana, sillä se tar-
kistettiin PCR-menetelmän avulla. 
 
On osoitettu, että luuydinperäiset solut voivat siirtyä keskushermostoon ja erilais-
tua siellä täysin toimiviksi mikrogliasoluiksi ja poistamaan Aβ:a solunulkoisesta ti-
lasta (Malm ym. 2005, Simard ja Rivest 2006). Lisäksi on todettu LPS:lla aiheute-
tun paikallisen inflammaation lisäävän luuydinperäisten solujen migraatiota hippo-
kampuksiin ja vähentävän Aβ:n määrää AT:a mallintavilla siirtogeenisillä APP/PS1-
hiirillä (Malm ym. 2005). Tässä tutkimuksessa tehtiin edellä mainitun kanssa yh-
teneväisiä havaintoja: LPS-käsittely lisäsi luuydinperäisten solujen kulkeutumista 
hippokampuksiin sekä vähensi Aβ-kertymien määrää. Malmin ja Simardin tutki-
musryhmien mukaan luuydinperäiset solut näyttävät hakeutuvan amyloidiplakkien 
läheisyyteen (Malm ym. 2005, Simard ym. 2006). Mikrogliasolujen kyvystä fagosy-
toida amyloidiplakkeja on myös saatu näyttöä (Rogers ym. 2002, Liu ym. 2005). 
Näitä seikkoja tukee tämän tutkimuksen havainto siitä, että fagosytoosiin taipuvai-
sille mikroglioille ominainen CD68-immunoreaktiivisuus oli siirtogeenisissä hiirissä 
enemmän aggregaatteina ilmeisesti amyloidiplakkien ympärillä. 
 
Tässä tutkimuksessa koe-eläimet saivat sädetystä myös pään alueelle ja on mah-
dollista, että tämä on lisännyt veri-aivoesteen läpäisevyyttä. Voi olla, että ilman 
esikäsittelyä tai veri-aivoesteen vauriota luuydinperäiset solut eivät kykene siirty-
mään keskushermostoon. Mildnerin tutkimusryhmän (2011) mukaan AT:a mallinta-
villa koe-eläimillä pään suojaaminen sädetykseltä saa aikaan sen, etteivät luu-
ydinperäiset solut pääse siirtymään verenkierrosta aivokudokseen. Edellä mainittu 
havainto ei välttämättä kuitenkaan mitätöi tämän tutkimuksen tuloksia, sillä AT:a 
sairastavilla potilailla on todettu veri-aivoesteen lisääntynyttä läpäisevyyttä (Bow-
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man ym. 2007). Lisäksi Mildnerin tutkimusryhmä havaitsi, että luuydinperäiset pe-
rivaskulaariset makrofagit pystyvät kuitenkin siirtymään aivoverisuonten läheisyy-
teen riippumatta siitä, suojattiinko pää sädetykseltä vai ei. 
 
CD40-poistogeenisyyden on AT:a mallintavilla hiirillä todettu vähentävän amyloidi-
kertymää ja gliasolujen aktivaatiotasoa (mikroglioosia ja astrosytoosia) (Laporte 
ym. 2006). Tässä tutkimuksessa verisolujen CD40-poistogeenisyydellä ei havaittu 
vastaavaa vaikutusta amyloidikertymään. CD45-immunoreaktiivisuuden perusteel-
la verisolujen CD40-poistogeenisyys ei vaikuttanut myöskään mikrogliasolujen ak-
tivaatioon. Tutkimusaineistossani LPS-käsittely lisäsi mikrogliojen aktivaatiota, kun 
sitä tutkittiin CD45-proteiinin ilmentymisellä. Malmin väitöskirjassa (2006) tehtiin 
samansuuntaisia havaintoja perustuen luokan II MHC-proteiinin immunoreaktiivi-
suuteen. 
 
CD40-geenin poisto luuydinperäisissä soluissa näyttäisi lisäävän CD68-
immunoreaktiivisuutta. Ryhmien välillä ei kuitenkaan ollut merkitsevää eroa ja näh-
tävissä on pelkästään suuntaus. Fagosytoosiin taipuvaiset solut ilmentävät CD68-
proteiinia. On mahdollista, että CD40-geenin poisto luuydinperäisissä soluissa saa 
aikaan näiden solujen muuttumisen fagosytoiviksi soluiksi ja vähemmän tulehdus-
ta välittäviksi soluiksi. Voi myös olla, että tämä luuydinperäisten solujen muuntu-
minen vähemmän tulehdusta välittäviksi soluiksi estää aivojen alkuperäisten mik-
rogliojen aktivaatiota tulehdusta välittäviksi soluiksi ja edesauttaa niiden toimintaa 
fagosytoivina soluina. Nähtävissä on vain suuntaus, sillä tulosten analysointi on 
hankalaa joidenkin hiiriryhmien pienuuden vuoksi. Lisäksi GFP:a ilmentävillä luu-
ydinsoluilla transplantoitujen villin tyypin hiirten ryhmässä (n=2) oli hyvin suuri ha-
jonta. Amyloidiplakkien muodostuminen siirtogeenisten AT:a mallintavien hiirten 
aivoihin vie aikaa ja koe-eläimet olivat tämän vuoksi tavanomaista huomattavasti 
vanhempia iältään. Ryhmien pienuus johtui siitä, että tutkimuksen aikana hiiriä 
kuoli. 
 
Analyysi tehtiin Studentin parillisella t-testillä, sillä toisiinsa verrattavat puolet olivat 
samasta leikkeestä. Tämä ei ole kuitenkaan aivan yksiselitteistä, sillä puoliskot kä-
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siteltiin eri tavoin. Ero oli yleensä merkitsevä, jos hiirten määrä oli riittävä (n=6). 
Kun hiirten määrä ryhmissä oli pieni (n=2–3), suuntaus oli hyvin samanlainen, mut-
ta tilastollista eroa ei ole nähtävissä pienen ryhmäkoon vuoksi. Jos tulokset ana-
lysoitaisiin tilastollisesti niin, että verrattaisiin eri tavoin käsiteltyjä hiiriä toisiinsa, ei 
saataisi eroa, koska hiirten määrä on liian pieni. Silloin johtopäätös ryhmien väli-
sestä erosta voisi olla väärä.  
 
Tutkimuksessa selvitettiin CD40-geenin poiston vaikutusta luuydinperäisten solu-
jen migraatioon verenkierrosta aivojen hippokampuksiin AT:a mallintavilla hiirillä. 
Lisäksi tutkittiin, vaikuttaako CD40-poistogeenisyys luuydinperäisten solujen Aβ:n 
fagosytoimiskykyyn sekä mikrogliojen aktivaatioon. Koesarja vaatisi lisää eläinko-
keita. Voidaan kuitenkin päätellä, että CD40-reseptori ei merkittävästi vaikuta luu-
ydinperäisten solujen toimintaan kokeessa käytetyillä AT:a mallintavilla siirtogeeni-
sillä APPswe/PS1dE9-hiirillä.  
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LIITE: Käytetyt liuokset 
 
Fosfaattipuskuroidut liuokset 
 
Käytetyt reagenssit 
 
Natriumdivetyfosfaattidihydraatti NaH2PO4 · 2 H2O 
Dinatriumvetyfosfaattidihydraatti Na2HPO4 · 2 H2O 
Natriumkloridi NaCl  
Polysorbaatti 20 Tween20 
 
Varastoliuokset 
 
A) 1 M NaH2PO4 ·  2 H2O (156 g natriumdivetyfosfaattidihydraattia 1000 ml:ssa 
tislattua vettä) 
B) 1 M Na2HPO4 ·  2 H2O (178 g dinatriumvetyfosfaattidihydraattia 1000 ml:ssa 
tislattua vettä) 
 
Fosfaattipuskuriliuos (PB; 0,1 M) 
 
Laimennetaan 22,6 ml A-varastoliuosta ja 77,4 ml B-varastoliuosta 1000 ml:aan 
tislattua vettä. Säädetään pH:ksi 7,4. 
 
10-kertainen PBS-liuos (0,1 M) 
 
Laimennetaan 22,6 ml A-varastoliuosta ja 77,4 ml B-varastoliuosta 1000 ml:aan 
tislattua vettä. Lisätään 90 g NaCl. Tämä on varastoliuos 1-kertaista PBS-liuosta 
varten. 
 
  
2 
 
  
1-kertainen PBS-liuos (0,01 M) 
 
Laimennetaan 100 ml 10-kertaista fosfaattipuskuriliuosta 1000 ml:aan tislattua vet-
tä. Säädetään pH:ksi 7,4. 
 
1-kertainen PBST-liuos (0,01 M) 
 
Laimennetaan 100 ml 10-kertaista fosfaattipuskuriliuosta 1000 ml:aan tislattua vet-
tä. Säädetään pH:ksi 7,4. Lisätään 0,5 ml Tween20 ja sekoitetaan hyvin. 
 
Jäätymisenestoliuos 
 
150 g sakkaroosia  
300 ml etyleeniglykolia (C2H6O2)  
500 ml 0,05 M fosfaattipuskuria (pH 7,6) 
 
Valmistetaan 0,05 M fosfaattipuskuria, jonka pH on 7,6. Liotetaan 150 g sakka-
roosia 500 ml:aan fosfaattipuskuria. Lisätään 300 ml etyleeniglykolia ja sekoite-
taan ainakin 2 h huoneenlämmössä. 
 
 
Sitraattipuskuri (0,05 M; pH 6,0) 
 
14,7 g trinatriumsitraattidihydraattia 
1000 ml vettä 
 
Trinatriumsitraattidihydraatti liuotetaan 1000 ml:aan tislattua vettä. Säädetään 
pH:ksi 6,0 siten, että tilavuus on 1000 ml. 
 
